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第 1 章 背景 
in vivo イメージング 
 in vivo イメージングは非侵襲的に標的を検出し、分子の位置を視覚化するた
めに必要不可欠な実験方法である。インドシアニングリーン（ indocyanine 
green：ICG）は一般的な蛍光分子で、ヒトの臨床現場で用いられている[1]。ICG
はシアニン色素であり、肝臓に取り込まれて胆汁中に排泄される[2]。タンパク
結合時の ICG は 800 nm で隆起し、840 nm の蛍光を発する[3]。 
 近赤外蛍光タンパク質（near-infrared fluorescent protein：iRFP）が過剰発現
すると、外部からビリベルジンを投与しなくても細胞や組織、そして動物の体全
体に強い蛍光を引き起こすことができる[4]。iRFP は 690 nm で隆起し、713 nm
の蛍光を発する。600 nm 以下の波長域ではヘモグロビン等の吸収により光が透
過せず、また 1300 nm 以上の波長域でも水の吸収により光が透過されないので、
650 nm から 900 nm の近赤外領域に最大隆起波長と最大蛍光波長を持つ iRFP
は生体内深部組織のイメージングに適している[5]。 
 
ヘアレスマウス 
 iRFP を用いた in vivo イメージングにより、マウスが生きた状態で蛍光シグ
ナルを検出することが可能になった[6]。しかし、マウスの毛は光を遮断し、吸
6 
 
収し、散乱する。特に黒い毛は他の色の毛よりも強く吸収する[7][8]。白い毛で
さえ光を吸収するので、蛍光シグナルを検出するのは非常に困難である。そのた
め、in vivo イメージングで iRFP シグナルを検出するためには、マウスの毛を除
去する必要がある。第 11 染色体にある FoxN1 遺伝子を欠損したヌードマウス
は無毛形質を示すが[9][10][11]、免疫不全も示すため[12][13]、多くの in vivo
イメージングの場面での使用には適さない。Hos:HR-1 マウスのような Hr 遺伝
子（RefSeq Accession: NM_021877）変異体ヘアレスマウスは無毛を示すが、免疫
には異常を示さない。そのため、このヘアレスマウスは皮膚や免疫や癌の研究だ
けでなく、in vivo イメージングにも有用である[14][15]。実際に、in vivo イメ
ージングのために遺伝子改変マウスをヘアレスマウスと戻し交配することがあ
る[16]。しかしながら、in vivo イメージングのためのレポータ遺伝子と Hr 変異
遺伝子の両遺伝子を持つマウスを作製するには時間を多くの要する。さらに、レ
ポータ―遺伝子が Hr 遺伝のある第 14 番染色体に存在する場合、両方の変異を
導入するのは困難である。その上、これらの交配により遺伝背景が乱れる可能性
がある。 
 
Hr 遺伝子 
 Hr 遺伝子はマウス（第 14 染色体）やラット（第 15 染色体）やヒト（第 8 染
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色体）等に存在し、約 130kDa の核内転写因子をコードしている。アミノ酸の長
さはマウスが 1182、ラットが 1181（マウスとの相同性が 95％）、ヒトが 1189
（マウスとの相同性が 80％）であり、その機能は保存されている。Hr タンパク
は核内移行シグナル[17]、核マトリックス標的シグナル[18]、DNA に結合する
性質を持つ zinc-ﬁnger[19]、レチノイン酸受容体関連オーファン受容体（ROR）
相互作用ドメインとして機能する LXXLL モチーフが二つ（LCRLL 及び LCELL）
[20]、甲状腺ホルモンレセプタ （ーTR）相互作用ドメインとして機能する FXXFF
モチーフが二つ（LDSII 及び VSDLI）[20]、ビタミン D 受容体（VDR）シグナ
ル経路を抑制する三つの repression domain（RD）[21]、及びヒストン脱メチル
化酵素活性を持つ Jumonji C（JmjC）の機能的ドメインを持ち[19]（図 1）、以
下の二つの異なる経路で標的遺伝子を制御していることが報告されている。一
つ目の経路では、TR[21]や VDR[19]や ROR[22]を介して DNA に結合して、
転写を抑制する。この経路が毛周期を調整していると考えられている[20]。二つ
目の経路では、p53 と p53 応答配列に結合して、p53 が制御する経路に影響を
与える[23]。Hr と核内受容体のタンパク相互作用が分かっているにも関わらず、
実際に Hr が核内受容体を介して転写抑制する分子的機構についてはまだ解明
されていない。 
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毛周期と Wnt シグナル経路 
 毛は周期的に成長と脱毛を繰り返す。その周期は毛周期と呼ばれ、成長期、退
行期、休止期の３つに分類されている[24]。成長期では毛包が再生して、毛が伸
長する。退行期では毛の伸長が止まり、毛包が収縮し始める。休止期では、毛包
が完全に収縮して脱毛する（図 2）。毛は毛包内に存在する毛包幹細胞が活性化
されると伸長を始めるが[25]、活性化には Wnt が重要であると考えられている
[26]。遺伝子改変マウスにおいては、Wnt を過剰に発現させると毛包が増加し
[27]、Wnt を抑制すると毛及び毛包が形成されない。そのため、Wnt は毛周期
の休止期から成長期に移行するためだけなく、毛包形成にも重要であること分
かる。Hr 遺伝子は Wnt modulator in surface ectoderm（Wise）を介して Wnt の
発現を調整している[28]。Hr は Wise を抑制する作用があり、Wise もまた Wnt
を抑制する作用がある。Hr 遺伝子に変異があると Wise を抑制できなくなり、
その結果として Wise によって Wnt が抑制されてしまう。そのため、毛周期は
休止期の状態で止まってしまい、Hr 遺伝子変異マウスは無毛を示すと考えられ
る。 
 
CRISPR/Cas9 システム 
 CRISPR（Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats）/Cas9 
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（CRISPR-associated protein-9 nuclease）は外来性ウイルスやプラスミドへの
獲得免疫を与える微生物の適応免疫システムとして細菌や古細菌で発見され
たものであるが、これを応用して様々な動物に特定の変異を導入するのに非常
に有用なツールになった。CRISPR/Cas9 システムは標的配列を認識する guide 
RNA(gRNA)と RuvC1 と NHN の二つのヌクレアーゼドメインを持つ Cas9 タ
ンパク質で構成される。この二つのヌクレアーゼが部位特異的に DNA 二本鎖
切断（double-strand break：DSB）を引き起こし（図 3）、その結果として非相
同末端結合（non-homologous end joining：NHEJ）による挿入欠損変異が起き
る[29][30]。CRISPR/Cas9 システムを用いて Hr 遺伝子を変異させれば、無毛
の遺伝子改変マウスを作製する時間を短縮し、さらに遺伝背景が変化する危険
性を排除することができる。 
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第 2 章 目的 
 
 本研究の目的は、CRISPR/Cas9 システムを用いて in vivo イメージングのた
めのヘアレスマウスの作製方法を確立することである。 
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第 3 章 材料と方法 
 
実験動物 
 C57BL/6J マウスは日本チャールス・リバー株式会社（Kanagawa, Japan）か
ら購入した。Jcl:CD1（ICR）マウスは日本クレア株式会社（Tokyo, Japan）から
購入した。iRFP 発現マウスついては Tran らの論文で作製されたもの[8]を使用
した。Hrhr/hr マウス（RBRC01223）は理研バイオリソースセンターを介してナ
ショナルバイオリソースプロジェクトから提供されたものである。マウスは温
度が 23.5℃±2.5℃、湿度が 52.5%±12.5%で微生物学的にコントロールされた
部屋のプラスチックケージ内で飼育されている。飼料は MF diet（Oriental Yeast, 
Tokyo, Japan）、水はろ過したものを用いている。本研究における動物実験は筑
波大学実験動物取扱規程に従い、筑波大学動物実験委員会の承認を得て行った。 
 
ベクターの構築 
 gRNA と Cas9 で構成される pX330 プラスミド（Addgene plasmid 42230）は
Feng Zhang 博 士 か ら 授 か っ た も の で あ る [31] 。 Hr51 CRISPR F （ 5'-
caccAGCCCCTGTGAACGGCATTG-3' ） と Hr51 CRISPR R （ 5'-
aaacCAATGCCGTTCACAGGGGCT-3'）のオリゴヌクレオチドをアニーリン
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グし、Mizuno らの報告の通りに pX330 の挿入部位に挿入した[32]。構築された
プ ラ ス ミ ド は 、 pX330-Hr51 と 表 記 し た 。 p2color-Hr51 F （ 5'-
aattAGCCCCTGTGAACGGCATTGTGG-1 3' ） と p2color-Hr51 R （ 5'-
ggccCCACAATGCCGTTCACAGGGGCT-3'）のオリゴヌクレオチドをアニー
リングし、p2color ベクターの挿入部位に挿入した。この二つのプラスミドを
Mizuno らの報告の通りに HEK293T 細胞にトランスフェクションし、蛍光を測
定した[32]。 
 
マイクロインジェクション 
 雌の C57BL/6J マウスに 5 units の妊馬血清性性腺刺激ホルモン（pregnant 
mare serum gonadotropin：PMSG）を腹腔内投与し、その 48 時間後に 5 units
のヒト絨毛性ゴナドトロピン（human chorionic gonadotropin）を腹腔内投与し、
雄の C57BL/6J マウスと交配した。卵管膨大部から受精卵を採取した。標準プ
ロトコルに沿って pX330-Hr51 DNA ベクター（環状 DNA、5 ng/l）を前核に
マイクロインジェクションした[33]。その後、マイクロインジェクションした前
核期胚を偽妊娠状態の ICR マウスの卵管に移植した。 
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ゲノム PCR とシークエンス解析 
 ファウンダーマウス（3 週齢）のスクリーニングには、尾から得たゲノム DNA
を使用した PCR 法を用いた。PCR 増幅産物はマイクロチップ電気泳動装置の
MCE-202 MultiNA（Shimadzu, Kyoto, Japan）で泳動した。off-target 効果は PCR
法とダイレクトシークエンス法で調べた[32]。PCR は AmpliTaq Gold® 360 
Master Mix（Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA）と表 1 で示したプラ
イマーを用いた。PCR 産物は Fast Gene Gel/PCR Extraction Kit（Nippon Gene 
Co., Ltd, Tokyo, Japan）で精製し、DNA 配列は BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit（Thermo Fisher Scientific Inc.）と Applied Biosystems 3130 
Genetic Analyzer（Thermo Fisher Scientific Inc.）を用いて解析した。 
 
インドシアニングリーン（ICG）充填チューブのイメージング 
 直径 2 mm、長さ 14 mm の円柱状のチューブに ICG を充填した。ICG 充填チ
ューブは in vivo イメージングシステム（IVIS スペクトラム; PerkinElmer, 
Wellesley, MA）と CT スキャナー（ALOKA La Theta LCT-100; Hitachi, Tokyo, 
Japan）で検出した。解析したマウスはイソフルランで麻酔した。流量は 1 l/min
に設定し、麻酔導入濃度は 5%、麻酔維持濃度は 2～3％で実施した。ICG 充填
チューブは腹腔内に挿入した。蛍光シグナルの解析には Living イメージソフト
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ウェア 4.0（Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA）を用いた。三次元（3D）再
構成には OsiriX Lite 7.5（Pixmeo, Bernex, Switzerland）を用いた。 
 
近赤外蛍光タンパク（iRFP）発現胚のイメージング 
 iRFP 蛍光シグナルは in vivo イメージングシステム（IVIS スペクトラム）で
検出した。雄の iRFP 発現マウスと雌のヘアレスマウスを交配し、子宮内にある
胎齢 10.5 日（day post coitum：dpc）の iRFP 発現胚を評価した。解析したマウ
スはイソフルランで麻酔した。流量は 1 l/min に設定し、麻酔導入濃度は 5%、
麻酔維持濃度は 2～3％で実施した。また、開腹前に麻酔濃度 5%のイソフルラ
ンを過剰投与することにより安楽死を実施した。蛍光シグナルの解析には Living
イメージソフトウェア 4.3.1（Caliper Life Sciences）を用いた。 
 
RNA 抽出と cDNA 合成 
 皮膚の RNA は Isogen（Nippon Gene Co., Ltd）を用いて取扱説明書に基づい
て抽出した。cDNA は Superscript III reverse transcriptase（Thermo Fisher 
Scientific Inc.）と oligo(dT) primer（Thermo Fisher Scientific Inc.）を用いて合
成した。PCR は AmpliTaq Gold® 360 Master Mix（Thermo Fisher Scientific Inc.）
と表 1 で示したプライマーで実施した。PCR 産物は Fast Gene Gel/PCR 
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Extraction Kit（Nippon Gene Co., Ltd）を用いて精製し、塩基配列は BigDye® 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Thermo Fisher Scientific Inc.）を用いて
Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer（Thermo Fisher Scientific Inc.）で解
析した。 
 
採血 
 誤差を最小限にするため、解析の前日より絶食させて採血は同じ時刻（10 時
～12 時）に実施した。血液は 1 ml のシリンジと 26 ゲージの注射針を用いて、
ペントバルビタールによる麻酔下で開腹後に後大静脈から採取した。血液学的
検査のために、0.1 ml の血液は Na2-EDTA（Dojindo Molecular 1 Technologies, 
Kumamoto, Japan）が入っている 1.5 ml チューブに分注し、すぐに解析した。
残りの血液は血液生化学的検査のために 1.5 ml チューブに分注し、30 分間の静
置後に 5 分間の遠心分離（3000×g）して、血清を得た[34]。 
 
血液学的検査 
 血液学的検査は Celltac α（MEK-6458; Nihon Kohden, Tokyo, Japan）を用い
て実施した。検索項目は白血球数（WBC）、赤血球数（RBC）、ヘモグロビン量
（HGB）、ヘマトクリット値（HCT）、平均赤血球容積（MCV）、平均赤血球ヘ
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モグロビン量（MCH）、平均赤血球ヘモグロビン濃度（MCHC）、血小板数（PLT）
を調べた。測定方法は Tran らの報告と同じである[8]。 
 
血液生化学的検査 
 血液生化学的検査の測定は Fuji Dri-chem 7000（Fuji-Film, Tokyo, Japan）を
用いて実施した。検査項目はアスパラギン酸アミノ基転移酵素、アラニンアミノ
基転移酵素、アルカリホスファターゼ、血糖、尿素窒素、クレアチニン、総タン
パク質、アルブミン、総ビリルビン、カルシウム、無機リン、総コレステロール、
中性脂肪、ナトリウム、カリウム、クロールを調べた。測定方法は Tran らの報
告と同じである[8]。 
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第 4 章 結果 
 
CRISPR/Cas9 システムによるヘアレスマウスの作製 
 CRISPR/Cas9 システムによってヘアレスマウスを作製するために、Hr 遺伝
子を標的とした。UCSC Genome Browser によると、Hr 遺伝子は第 14 染色体
に位置し、20 のエクソンを持つ。我々は開始コドンのあるエクソン 3 を標的と
した（図 4）。off-target 部位の少ない gRNA を設計するために、Web free software
である CRISPRdirect を利用した[35]。設計した CRISPR は開始コドンの 51 bp
から 73 bp 下流の配列を標的とした。20 bp の標的配列を含む gRNA を pX330
に挿入し、そのプラスミドを pX330-Hr51 とした。次に pX330-Hr51 の切断活
性を traffic reporter システムによって調べた[29]。その結果、pX330-Hr51 は効
率的に標的部位を切断できることが示された（図 5）。 
 次に、5 ng/l の環状の pX330-Hr51 を 437 個の C57BL/6J マウス由来の一細
胞期胚の前核にマイクロインジェクションした。マイクロインジェクション直
後の一細胞期胚において、437 個中 395 個で形態学的異常がみられなかった。
これらの正常な外観を保った一細胞期胚を偽妊娠状態の ICR マウスの卵管へ移
植した。88 匹の新生仔を得て、そのうちの 6 匹が無毛形質を示した。MultiNA
を用いたヘテロ二本鎖移動度分析（HMA）で、これら 88 匹のファウンダーマウ
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スを解析した結果、67 匹（6 匹のヘアレスマウスを含む）に挿入欠損変異が認
められた（表 2）。 
 pX330-Hr51 自体が染色体に組み込まれていないかを調べるために、ファウン
ダーマウスのゲノム DNA と Cas9 を検出するためのプライマー（表 1）で PCR
を実施した。その結果、PCR 産物が 4 匹のマウスで検出された（表２）。そのた
め、pX330 が挿入されていない 63 匹の Hr 遺伝子変異体を持つマウス（5 匹の
ヘアレスマウスを含む）の作製に成功した（表２）。pX330-Hr が染色体に組み
込まれたマウスでは Hr 遺伝子を標的とした gRNA と Cas9 タンパクが至る所に
発現するので、off-target の変異が体細胞や生殖細胞に蓄積していると予想され
た。雄のファウンダーのヘアレスマウスにおいて off-target 候補部位に変異はみ
られなかった（表３）。 
 
遺伝性と遺伝子発現 
 遺伝性と変異配列の詳細を確かめるために、無毛形質を示した雄ファウンダ
ーのヘアレスマウス#70 を野生型マウスと交配した（図 6A）。そして、11 匹の
有毛の F1 マウスを得た。予期せぬことに、これらのマウスにはΔ2（TT 欠損）、
Δ5（CGGCA 欠損）、＋1（A 挿入）という 3 種類の変異がみられた（図 6B）。
次に同じ変異配列を有する個体同士で交配したところ、F2 ホモ変異体はすべて
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無毛だった。これら 3 種類の変異体において表現型に差はみられなかったので、
Δ5 の変異を Hrem1Utr と名付け、以降の実験はこの変異があるマウスを使用した。 
 Hrem1Utr/em1Utr マウスと Hrhr/hr マウスの Hr RNA の発現とその配列について調
べた。Hrhr/hr の系統は Hr 遺伝子のイントロン 7 にある自然突然変異の挿入によ
って無毛の表現型を示すマウスで、in vivo の研究に広く利用されている。皮膚
から total RNA を採取し、３組のプライマー（エクソン 3 からエクソン 4、エク
ソン 7 からエクソン 12、エクソン 13 からエクソン 19）で RT-PCR を実施した
ところ、すべての条件下で PCR 産物を検出した（図 7B－D）。RT-PCR 産物の
配列を確認したところ、Hrem1Utr/em1Utr マウスの cDNA において CRISPR によっ
て導入された 5 bp の欠損を検出した（図 6B）。これらの結果から CRISPR によ
って導入した変異アレルから変異 RNA が発現し、無毛の表現型になることが示
唆された。 
 
無毛の表現型 
 Hrem1Utr/em1Utr マウスと Hrhr/hr マウスの脱毛の経時的変化を調べた。Hrem1Utr/em1Utr
マウスは最初に 4 週齢で腹部が脱毛した。次に、4 週から 8 週間にわたって腹部
から背部へ脱毛が進行した（図 8）。対照的に、Hrhr/hr マウスは 2 週齢から脱毛
が始まった[36]。頭側から尾側へ急速に脱毛が進行し、4 週齢で完全な無毛にな
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った（図 9）。野生型マウスと比較すると Hrem1Utr/em1Utr マウスは成長が遅かった
（図 10）。しかしながら、7 週齢以降では体重に差はなかった。血液学的検査と
血液生化学的検査において、Hrem1Utr/em1Utr マウスと野生型マウスを比較すると、
赤血球に関係する項目でわずかに差がみられた（表 4、表５）。なお、この表現
型は Hrhr/hr マウスと一致している[37][38]。 
 
Hrem1Utr/em1Utr マウスの in vivo イメージング 
 Hrem1Utr/em1Utr マウスが in vivo イメージングに利用可能かを確かめるために、 
ICG 充填人工チューブを Hrem1Utr/em1Utr マウスの腹腔内に移植した。チューブの
位置は CT で、蛍光シグナルの位置は IVIS でそれぞれ検出した。その結果、チ
ューブの位置と ICG 蛍光シグナルの位置が一致した（図 11）。以上のことから、
Hrem1Utr/em1Utr マウスの腹腔内の ICG 蛍光シグナルは容易に検出できることが示
唆された。次に、Hrem1Utr/em1Utr マウスが生体の iRFP の検出に利用可能かを確か
めるために、雌の Hrem1Utr/em1Utr マウスと雄の iRFP 発現マウスを交配した。子宮
内の iRFP 発現胚を 10.5 dpc に検出した。iRFP 発現胚は冠状面（図 12A）と矢
状面（図 12Ｂ）と横断面（図 12C）で検出された。生物発光イメージングの断
層撮像法により 3D 再構築をすると、3 つの iRFP 発現胚が検出された（図 12D）。
開腹して確認すると、iRFP 発現胚の位置は 3D 再構成の位置とほとんど一致し
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た（図 12Ｅ）。しかしながら、Hrem1Utr/em1Utr マウスの子宮には 3 つではなく４つ
の iRFP 発現胚が存在した（図 12F）。これらの結果から、Hrem1Utr/em1Utr マウスの
子宮にある iRFP 発現胚は検出できることが示唆された。 
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第 5 章 考察 
 
新規ヘアレスマウスの作製 
 CRISPR/Cas9 システムを用いて、我々は新規のヘアレスマウス Hrem1Utr/em1Utr
を作製した。この系統は完全に脱毛し、ICG や iRFP による in vivo イメージン
グを可能にした。この系統は赤血球に関してわずかな異常が観察されたが、これ
は Hrhr/hr マウスでも観察される表現型であり[37][38]、通常の生物活動や長期の
in vivo イメージングを妨げるような大きな異常ではない。これらの結果から、
CRISPR/Cas9 システムにより作製されたヘアレスマウスは in vivo イメージン
グに有用であることが示された。 
 
無毛の重要性 
 毛は光を遮断し、吸収し、散乱するので、in vivo イメージングを実施する前
に毛を除去する必要がある。遺伝子操作を必要としない毛の除去方法はいくつ
かある。カミソリで毛を剃ることは容易に可能であるが、出血して瘡蓋を形成す
るリスクがある。瘡蓋もまた光を遮断し、吸収し、散乱する。徐毛クリームも利
用されることがあるが、これは手間と時間がかかる。3D in vivo イメージングの
場合は全身の毛を除去する必要があるので、特に時間がかかる。これらとは対照
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的に Hr 変異体であるヘアレスマウスは毛の除去処理することなく、すぐに in 
vivo イメージングを開始できる。これは多くのマウスを使用する場合や長期に
何回も in vivo イメージングを繰り返すときに、大きな長所となる。 
 
ヘアレスマウスの哺育能力 
 一般的に、雌の Hrhr/hr マウスは乳汁分泌異常により出産したマウスの哺育を
失敗する。Hos:HR-1 マウスのようなアウトブレットの Hrhr/hr マウスでは出産し
た マ ウ ス の 哺 育 を す る こ と が で き る が 、 C57BL/6J の 遺 伝 背 景 を も つ
Hrem1Utr/em1Utr マウスも哺育に失敗した。そのため、我々の観察では低い哺育能力
は遺伝背景に依存するという提案を支持している[39]。 
 
Hrem1Utr mRNA の定型外翻訳 
分子レベルでは Hr 変異が脱毛を引き起こす機序について完全に解明されてい
ないが[40]、いくつかの Hr 変異体マウスが報告されている。Gene targeting に
よって作製された null Hr 変異体マウス（Hr-/-）は脱毛に加え、皮膚過形成によ
る重度のしわを示す[41]。この系統では、Hr 遺伝子のエクソン 7 からエクソン
11 を含む領域が排除され、Hr mRNA や Hr タンパクの発現はない。自然突然変
異 Hrrh-8j マウスもまた脱毛と皮膚のしわを示す。この動物は Hr 遺伝子のエクソ
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ン 5 において、1910 と 1911 の位置の GA が TT に置換したナンセンス突然変
異を持っている[42]。Hrrh-8j 変異型 mRNA は、その大部分がナンセンス変異依
存 mRNA 分解機構(nonsense-mediated mRNA decay：NMD)によって分解され、
皮膚においてわずかに mRNA が検出された[41]。対照的に、Hrhr/hr マウスは皮
膚のしわがみられないが、脱毛はみられる。この系統はイントロン 7 に約 13 kb
のレトロトランスポゾンが挿入され[39]、野生型 mRNA と 2 つの延長した
mRNA が発現している[41]。これらの延長した mRNA は異常なスプライシング
から生じ、ドミナントネガティブに作用して脱毛を引き起こすと予想されてい
る。Hr null 変異により脱毛と重度な皮膚のしわの両方が生じていることが、こ
れらの過去の報告から示唆されている。逆に、Hr の部分的な阻害では脱毛を示
すが、重度な皮膚のしわはみられない。興味深いことに、Hrhr/hr マウスは完全な
脱毛を示すが、皮膚のしわはとても軽度である。加えて、Hrem1Utr mRNA は分解
されていなかった（図 7B－D）。本研究では Hr 遺伝子のエクソン 3 を標的とし、
標的部位に 5 bp の欠損が導入されたマウスを各解析に用いた。理論的には、こ
の変異により終止コドンの出現を伴うフレームシフトが誘発され、この変異
mRNA は NMD によって分解されるはずである（図 13A）。しかしながら、野生
型と Hrem1Utr/em1Utr マウスの間で、mRNA の発現量に大きな差はなかった（図 7B
－D）。これらの結果は同一フレーム内の本来の開始コドンとは違うメチオニン
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をコードする ATG が開始コドンとして機能する定型外翻訳が起こり、N 末端が
短くなった Hr タンパクが発現し、この現象が無毛と軽度な皮膚のしわの原因に
なった可能性が考えられる（図 13Ａ）。このように挿入欠損変異による短くなっ
たタンパクが発現する定型外翻訳は別のグループからも報告されている[43]。
本研究において、変異の後方で最初に現れるメチオニンは 103 番目に存在する
（図 13B）。仮に 103 番目のメチオニンから定型外翻訳が起きた場合、N 末端が
短くなるが報告されているドメインをすべて保持したタンパクが出現するので、
N 末端が短くなったことによって生じるタンパク質の立体構造の変化が影響を
与えた可能性が考えられる（図 1）。一方で、Hrhr/hr マウスは C57BL/6JJcl 由来
で Hrem1Utr/em1Utr マウスは C57BL/6J 由来なので、表現型の差は遺伝的背景によ
るものである可能性も否定できない。 
 
iRFP 発現胚の in vivo イメージング 
 生物発光イメージングの断層撮像法による 3D 再構築で、３つ iRFP 発現胚は
確認されたが（図 12D）、開腹後の子宮内には 4 つの iRFP 発現胚がみられた（図
12F）。実際、我々の実験系では 10.5 dpc の隣接する iRFP 発現胚を区別するこ
とは困難であった。胚がより成長した妊娠後期であれば、隣接する iRFP 発現胚
を区別することは可能かもしれないが、着床から出産直前における子宮内の胚
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を解析する方法を確立するには、さらなる研究が必要である。 
 
結論 
 我々は CRISPR/Cas9 システムを用いて、新規のヘアレスマウスである
Hrem1Utr/em1Utr マウスを作製した。このヘアレスマウスは ICG 充填チューブと
iRFP 発現マウスの子宮内 in vivo イメージングを可能にした。CRISPR/Cas9 シ
ステムは in vivo イメージングのための遺伝子改変のヘアレスマウスを作製する
のに有用であるに違いない。 
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第 6 章 今後の展望 
 
 今後は mRNA の発現の詳細を調べるために定量 RT-PCR を実施して、
Hrem1Utr/em1Utr マウスと自然突然変異体である Hrhr/hr マウスの mRNA 発現量を比
較したい。またウェスタンブロット法で Hr タンパクの発現や分子量を確認し、
実際に定型外翻訳によって通常の Hr タンパクより短いが変異型 Hr タンパク発
現が発現しているかどうかを調べたい。 
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第 7 章 図表 
 
 
 
図 1 マウスの Hr タンパクのドメイン 
 マウスの Hr タンパクのドメインを示した。核マトリックス標的シグナルと核
内移行シグナルについては、ヒトで報告されている領域に相同している領域を
示した。マウスとヒトで比較したところ、核マトリックス標的シグナルでは 76
のうち 10 がミスマッチであり、核内移行シグナルでは 19 のうち 3 がミスマッ
チであった。repression domain（RD）1 と RD2 と RD3 についてはラットで報
告されている領域に相同している領域を示した。マウスとラットで比較したと
ころ、RD1 では 215 のうち 42 がミスマッチであり、RD2 では 297 のうち 7 が
ミスマッチであり、RD3 では 118 のうち 6 がミスマッチであった。 
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図 2 毛周期と Wnt シグナル経路 
 毛周期と呼ばれ、成長期、退行期、休止期の３つに分類される。成長期では毛
包が再生して、毛が伸長する。退行期では毛の伸長が止まり、毛包が収縮し始め
る。休止期では、毛包が完全に収縮して脱毛する。休止期から成長期に移行する
には Wnt が重要であると考えれている。Hr は Wise を介して、Wnt の発現を調
整していると考えられている。 
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図 3 CRISPR/Cas9 システムの二本鎖切断の模式図 
 guide RNA が標的配列を認識し、Cas9 タンパクを誘導する。Cas9 タンパク
の RuvC1 ヌクレアーゼが標的配列側の DNA を切断し、HNH ヌクレアーゼが
反対側の DNA を切断して二本鎖切断を引き起こす。 
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図 4 pX330-Hr51 の模式図 
 DNA 配列は CRISPR gRNA の標的部位を示している。下線部の文字は
protospacer adjacent motif（PAM）領域を示している。図の上部の太い灰色の四角
は翻訳領域、細い灰色の四角は非翻訳領域を示している。 
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図 5 pX330-Hr51 ベクターのトランスフェクション 
 pX330-Hr51ベクターの切断活性を調べるために、traffic reporterシステムを
実施した[29]。（A）tdsRedと最初のEGFPの間に、CRISPR標的配列が挿入され
ている。このプラスミドはp2color-Hr51と表記する。最初のEGFPフラグメント
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と次のEGFPフラグメントはリーディングフレームが異なるので、tdsRedだけ翻
訳される。px330-Hr51から転写・翻訳されたCRISPR/Cas9 により二本鎖切断が
引き起こされると、非相同末端結合によりp2color-Hr51にフレームシフトが起
きることがある。その結果、最初か次のEGFPが翻訳される。（Ｂ）p2color-
Hr51がトランスフェクションされたHEK293T細胞のみの場合ではtdsRedだけが
みられたが、p2color-Hr51がトランスフェクションされたHEK293T細胞と
pX330-Hr51の両方を導入した細胞ではtdsRedとEGFPの両方のシグナルが観測さ
れた。スケールバー：200 m 
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図 6 ファウンダーマウス #70 の系統図 
 （A）丸は雌、四角は雄を示している。灰色の丸は無毛の雌、灰色の四角は無
毛の雄を示している。小さい白と灰色と黒の丸はそれぞれ 2 bp 欠損、5 bp 欠損、
1 bp 挿入を示している。（B）ファウンダーマウス #70 には 3 種類の変異がみら
れた。ハイフンは欠損、黒い四角の白い文字は挿入を示している。下線部の文字
は PAM 領域を示している。 
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図 7 野生型マウス、Hrem1Utr/em1Utr マウス、Hrhr/hr マウスの RT-PCR 
 （A）RT-PCR の模式図。白い矢印は欠損領域を示す。黒い矢印はプライマー
を示している。mRNA の発現を証明するために、（B）エクソン 3 からエクソン
4 までの 755 bp の PCR 産物、（C）エクソン 7 からエクソン 12 までの 588bp の
PCR 産物、（D）エクソン 13 からエクソン 19 までの 760 bp の PCR 産物を示
した。WT は野生型、Hrem1Utr は Hrem1Utr/em1Utr マウス、Hrhr は Hrhr/hr マウスを示
している。 
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図 8 Hrem1Utr/em1Utr マウスの経時的変化 
 Hrem1Utr/em1Utr マウスは雌雄共に、4 週齢で腹部の毛が抜けた。4 週齢以降は背
部の毛が徐々に抜けていった。 
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図 9  Hrhr/hr マウスの経時的変化 
 Hrhr/hr マウスは雌雄共に、2 週齢で目の周りの脱毛が始まり、頭側から尾側に
向けて徐々に脱毛が進行していく。Hrhr/hr マウスは 4 週齢で完全なヘアレスマウ
スになった。  
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図 10 野生型マウスと Hrem1Utr/em1Utr マウスの体重の変化 
 雄の野生型マウスと Hrem1Utr/em1Utr マウスの体重を 4 週齢から 10 週齢の間で比
較した。野生型マウスと Hrem1Utr/em1Utr マウスの体重は 5 週齢と 6 週齢で有意な
差がみられたが、7 週齢以降は差がなかった。 
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図 11 ICG 充填チューブを移植した Hrem1Utr/em1Utr マウスの in vivo イメージング 
 （A）CT 断面。赤い矢印は ICG チューブを指している。（B）IVIS 断面。（C）
Merge（CT+IVIS）（D）OsiriX Imaging Software によって Merge を 3D 再構築
した。オレンジの光は蛍光シグナルを示している。青い光は ICG チューブを示
している。745 nm の隆起フィルターと 820 nm 蛍光フィルターを装着した IVIS
スペクトラム in vivo イメージングシステムを用いて ICG チューブは容易に同
定できた。 
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図 12 iRFP 発現マウスと交配した Hrem1Utr/em1Utr マウスの in vivo イメージング 
 （A）冠状面。（B）矢状面。（C）横断面。（D）生物発光イメージングの断層
撮像法による 3D 再構成。（E）（F）開腹後の子宮。675 nm の隆起フィルターと
720 nm 蛍光フィルターを装着した IVIS スペクトラム in vivo イメージングシス
テムを用いて iRFP 発現胚（10.5 dpc）が同定された。 
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図 13 正常な Hr 遺伝子と変異型 Hr 遺伝子のアミノ酸配列 
 （A）アミノ酸配列の長さの模式図。赤の文字（M と@）は開始コドンと終止
コドンをそれぞれ示している。青の文字（&）は変異以降の最初の終止コドンを
示している。白い矢印は変異の領域を指し示している。野生型、変異型、N 末端
が短くなったアミノ酸配列のそれぞれ長さを示した。（B）Hr 遺伝子のアミノ酸
配列。赤の文字（M と@）は開始コドンと終止コドンをそれぞれ示している。オ
レンジの文字（M）は変異以降で想定される定型外翻訳産物の最初の開始コドン
を示した。  
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表 1 プライマー 
 
 
表 1 本研究に使用したプライマーの一覧 
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表２ CRISPR/Cas9 システムを用いた Hr 変異マウスの作製 
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表 3 pX330-Hr51 ベクターの off-target 解析 
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表 4 血液学的検査 
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表 5 血液生化学的検査 
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